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　　　The．　e晩cts　of　isoproterenol，　PGEI　and　NaF　on　the　concentratめn　of　cAMP　and　adenyl　cycユase
activities　in　ton．sillar　lymphQcytes，　including　various　stages　of　tQnsillitis，　were　investigated　in　cQmparison
with　thos．e　in　peripheral　lymphQcytes．
　　　The　increases　of　cAMP　co．ncentration　induced　by　10－5M　isoproterenol　and　10－5M　prostaglandin　El
were　significantly　lower　in　tons三llar　lymphocytes　than　those　in　peripheral　l．ymphocytes，　although　basal
cAMP　levels　were　similar　in　both　types　of　Iymphocytes．　T．onsillar　T　lymphocytes　had　a　lower　cAMP
basal　level　than　B　lymphocytes，　whe．reas　no　difEerence　wa．s　observed　on　the　respQnsiveness　to　the　above
agents　in　either　subpopulation．
　　　On　the　other　hand，　tonsillar　lymphocytes　frQm　recurrent　tonsillitis　had　significantly　lower　responsi－
veness　tQ　isoproterenol　and　PGEI　in　respect　to　cAMP　levels　than　those　from　other　forms　of　chroロic
tonsillitis．　Furthermore，　in　tonsi11ar　lymphQcytes　having　had　a　recent　attack　of　infection，　a　markedly
depressed　re．sponsiveness　o．f　the　cAMP　level　was　recognized．
　　　The　e任ects　of　the　above　agents　on　the　cAMP　level　of　tonsillar　lymphocytes　had　nothing　to　do　with
the　age　of　th．e　patients．
　　　Although　tonsillar　lyエnphocytes　fエom　a　hypertrophic　tonsil　had　a　low　responsiveness　to　the　abQve
agents，　other　important　factors　such　as　various　infective　states　must　be　further　studied　in　approaching
this　problem．
　　　Tonsillar　lymphocytes　had　a　higher　basal　activity　of　adenyl　cyclase　than　peripheral　lymphocytes，
whereas　the　a．ctivations　of　adenyl　cyclase　of亡onsillarユymphocytes　by　10－5M　isoprot．erenQl，10一5M　PGEl
and　10　mM　NaF　respectively，　were　smaller　than　thos．e　of　peripheral　ly皿phocytes．
　　　From　the　above　r．esults，　the　changes　ln　t．he　biosynthetic　rate　of　cAMP　and　the　possible　role　Qf
metabolic　modulation　of　cAMP　were　discussed　in　relation　to　the　physiQlogical　function　of　tonsillar
lymphocytes　which　had　been　expo．sed　ffequently　to　antigens　or　che．mical　mediators．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　September　14，1979　and　accepted　September　28，1979）
1　緒 言
　　リンパ球内cyclic　adenosine　3’，5’一monophosphate
（以’下cAMP）は，　PHAやConAなどのレクチン刺激1～3）
あるいは特異的抗原刺激4，5）の際に．増加すると報告されて
いる．また，リンパ球には7beta　adrenergic　agentおよ
びprostagユandin　E1．を含めた種々のhormoneに対す
るrecept・rが存在し6），これらの薬物は，各々のreceptor
を介して，adenyl　cyclaseを刺激し，細胞内cAMPを上
昇させることが知ら．れている7，8＞．そして，cAMPやこれ
ら薬物を添加することに．より，cytolytic　activity9），　PHA
刺激による3H－thymidine　uptakelo），あ．るいはspecific
antibQdy　formation11）などの1ノンパ球の．機能に変化を起
こさせるとの報告も多い．加えて，これら薬剤に対す．る
cAMP生成系の感受性が，リンパ球の機能的分化に．伴なっ
て変動しうることが，Mellnon　6オα♂．6），　Roszkowski　6’
αZ．ユ2）の報告で明らかとなった．従って，細胞内cAMP
は，リンパ球の機能と密接な関係を有してい．ると考えられ，
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これを検討することは，リンパ球の免疫機能を解明する一
つの手段として重要と考えられる．
　著者は，扁桃リンパ球を用い，末梢リンパ球との対比の
下に，細胞内cAMPレベル，およびcAMPの合成酵素
adenyl　cyclase活性におよぼすisoproterenolおよび
prostaglandin　E1の影響を検討し，　cAMP代謝と1」ンパ
球の機能との関連を考察した．
2研究方法
2・1　扁桃リンパ球および末梢リンパ球の分離
　通常の術式で摘出された扁桃をmedium　RPMI－1640
中で細切し，さらに2枚のスライドグラス間で組織片を圧
迫することにより，リンパ球を遊出させた．次に3～4枚
のガーゼでろ過し，比較的大きな組織片を除去した後，
Ficoll－Conray比重遠心分離法で扁桃リンパ球を精製分離
した．
　末梢リンパ球は，扁桃炎患者および健康成人から採血し
たヘパリン加静脈血より，Ficoll－Conray比重遠心分離法
で分離した．この際混入した血小板は，低速遠心分離（500
rpm，10　min，2～3回）により除去した．
2・2　扁桃リンパ球からのTcell　rich　fractionおよび
　　Bcell　rich　fractionの分離
　この目的のために，以下の二つの方法を用いた．
　2・2・1　ナイロンファイバーカラム法13・ユ4＞
　扁桃リンパ球を，5×107／mZとなるようEagle皿inimal
essential　medium（Eagle　MEM，10％FCS添加）に浮
遊させ，あらかじめ300nlgのナイロンファイバー（和光純
薬）を充填，かつ37。Cでpre－incubationしたカラム（5
mJディスポ注射筒）に，この浮遊液1mZをaPPlyした．
次いで同カラムを37。C，30　min　incubationした後，　Eagle
MEM（FCS（→）で遊離のリンパ球を流出させ，これをT
cell　rich　fractionとした．なおこの方法で分離したリン
パ球の85～90％にEロゼット形成能が認められた．
　2・2・2　Eロゼット形成比重遠心分離法
　矢田・橘15）の方法によりEロゼットを形成後，再浮遊さ
せ，これをFico1レConray比重遠心分離法でEロゼット
形成細胞と非形成細胞とに分離した．前者では，さらに
0．83％NH4C1とTris－HCI　buffer（pH　7，56）の9：1混合
液を用いてヒツジ赤血球を溶血させ，これをTcell　rich
fractionとし，後者をBcell　rich　fractionとした．な
お前者では75～85％，後者では5～10％のEロゼット形成
能が認められた．
2・3　リンパ球培養法およびcAMP抽出法
　リンパ球は，3－5×106／mZとなるようEagle　MEM
（FCS←））に浮遊させ，添加する薬物もすべて，　Eagle　MEM
に溶解して用いた．培養は，Falcon　2005　tubeを用いて
37。C，5％CO2，95％airの条件下で行なった．また，薬
物添加後の最終液量は，0．5mηtubeとした．
　培養終了後，直ちに等量の0．2NHCIを加え，3～5分間
煮沸し反応を停止させ，さらに，homogenizationあるい
はsoロication（Tomy　sonicator　UR－200P，35　W，15sec）
した後，3，000rpm，15分間遠心分離した．その上清を
cAMP抽出液として，一20℃で凍結保存した．
2・4cAMP測定法
　cAMPの測定は，　Honma　8如乙15）に従い，　radio－immu－
noassay法で行なった．すなわち，　sample　O．1　mZにサク
シニル化試薬（40血g／m♂無水コハク酸添加ジオキサンとト
リエチルアミンを使用直前に9：1の割合で混和したもの）
0．1m♂を加え，室温で10分間放置後，さらに0．3Mim－
idazole　buf［er（pH　6．5）0．8　m♂を添加した，次に，このサ
クシニル化されたsample　O．1　m♂に，1251　succinyl　cAMP
tyrQsine　methyl　ester　O．1　m♂と抗cAMP抗体0．1　m♂
を添加して，氷水中でovernight　incubationした．　in－
cubation終了後，　dextranで被覆した活性炭を加え，これ
に遊離のcAMPを吸着させて遠心分離し，得られた上清
の1251（抗原抗体コンプレックス）をガンマーカウンターで
測定した．standard　sampleに関しても同様の操作を行
なってstandard　curveを作成し，これよりsample中
のcAMP量を求めた．
2・5　リンパ球adenyl　cyclase活性の測定
　2・5・1酵素液の調整
　この方法として，（1）hypotonic　shock，（2）freezing　and
thawing，（3）homogenization，および（4）sonicationな
どが，単独あるいは種々の組み合わせで用いられている
が1・17～20），碩老は，Polgarε彦α乙20）に準じて行なった．ま
ずリンパ球を，0．2Msucrose，1mM　MgCI2添加2mM
glycylglycine　bu施r（pH　7．40）に浮遊させて，氷水中に15
分間放置後，Potter－Elvehjem　homogenizerでhomo9－
enizationした．次に，4。Cで3，000×9，20分間遠心分離
し，得られたpelletをさらに，上記bufferで2回洗浄し，
最後にこれを40mM　Tris－HCI　bufEer（pH　7．56）にsus－
pensionした・
　2・5・2Adenvl　cyclase反応液の調整
　反応液は，40mM　Tris・HCI　bu晩r（pH　7．56），8mM
the phylline，10皿M　MgC12，20　mM　creatine　phos－
phate，1mg／ln♂creatine　phosphokinase，1mM　cAMP，
033mM　14C　ATP（speci五。　activity，10μci／μM），酵素
蛋白25～50μg，および各種のadenyl　cyclase　stimulants
を含み，総液量を150μ1とした．
　2・5・3Adenyl　cvclase活性の測定
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　氷水中で調整した上記反応液を30℃で10分間incuba－
tionした後，直ちに100℃，2分間加熱し反応を停止させ
た．次に，3，000rpm，10分間遠心分離し，得られた上清
100μ1をpolyethyleneimine　cellulose　plate（Merck）に
スポットしethanol，0．5　M　ammonium　acetate（50：20）
を用いて室温で3時間展開した．乾燥後，UV－light下で
検出されるcAMPのbandを採取し，蒸留水1m♂を加え
て充分に振制した後，Bray’s　scintilation　solution（PPO
49，POPOP　O．29，ナフタリン609，　methano1100　mZ，
およびethylene　glycol　20　m♂にジオキサンを加えて1Z）
10m♂を加え，1iquid　scintilation　counter（Packard　3255）
を用いて14C－cAMPの放射能を測定した．なお，　blank
として，予め煮沸した酵素蛋白を用いて1司様の操f乍を行な
った．
2・6　蛋白質の定量
　Lowryθ’α♂．21）の方法で行なった．
3研究成績
3・1扁桃リンパ球のcAMP濃度に及ぼすまsoprotere鳳01
　　およびprostaglandin　E1の影響
　3・1・1cAMP抽出法の検討
　著者は，抽出操作中のcAMP量の変動を避けるために，
incubation終了後，培養液に直ちに．塩酸を加えてcAMP
を抽出した．しかし，この抽出液には，incubation中に細
胞外に放出されたcAMPも含まれているため，種々の反
応条件下における細胞内と細胞癌のcAMP量の比較検討
を行なった．その結果，Fig．1に示されるごとくtheop－
hylline併用の有無にかかわらず，　isoproterenol（以下，
ISOP）およびprostaglandin　E1（以下，　PGE1）添加の際
に，細胞内外両cAMP量の増加を認めた．しかし，細胞
外cAMPは，細胞内cAMPに対して，　theophylline非
併用群で2．7～7．6％，併用群で1．3～！．8％と極めて微量で
あった．従って，著者が測定した全cAMP量をもってリ
ンパ球内全cAMP量とみなして差支えないと思われたの
で，以下この方法によったcAMP量をリンパ球cAMP
あるいは細胞内cAMPとして表現した．
　3・1・2　薬物添加条件の検討
　扁桃リンパ球の場合，Fig．2およびFig．3に示される
ごとくISOPおよびPGE1いずれも単独投与では細胞内
cAMPの増加が非常に小さいことがわかった．細胞内
cAMP濃度は，　adenyl　cyclase（産生酵素）とphospho－
diesterase（分解酵素）の活性によってコントロールされて
いるが，本研究で用いられたISOPおよびPGE1は，い
ずれもadenyl　cyclaseにf／F用することが知られている．
そこで，これら薬物効果をさらに明確にするために，
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　　and　10－5M　prQstaglandin　E1（PGE1）on　the
　　intra－cellular　and　extra－cellular　cAMP　con－
　　centrations　with　or　without　5　mM　theophyl－
　　line．
　　Tonsillar　lymphocytes　were　pre－incubated　at
　　37℃for　20　min　with　or　without　theophylline．
　　Then，　isoproterenol　or　prostaglandin　EI　was
　　added　to　the　incubation　rnixtures　which　were
　　further　incubated　for　5　min．　Soon　after　in－
　　cubation，　the　mixtures　were　centrifuged（3，000
　　rpm，5min）and　the　supernatant（extra－cellu－
　　lar　cAMP）was　directly　measured　for　cAMP．
　　The　pellet　was　boiled　for　5　min　in　the　pre－
　　sence　of　O．1　N　HCI，　then　homQgenized　and
　　ce trifuged．　This　supernatant（intra－cellular
　　cAMP）was　measured　for　cAMP．　Each　value
　　represents　a　mean　of　duplicate　determina－
　　tions，
phosphodiesteraseのinhibitorであるtheophylline
の併用を検討した．Fig，2は，20分のpre－incubation後
ISOPやPGE1をtheophyllineと同時に添加した場合，
Fig．3は，　theophyllineの存在下で20分pre－incubation
した後，工SOPやPGE1を添加した場合の細胞内cAMP
濃度の変動を，それぞれ扁桃リンパ球で観察したものであ
る．theophylline単独投与では，細胞内cAMPは急速
に増加して，5～10分目peakに達し，その後比較的安定
した値を示した．Theophyllineと，ISOPあるいはPGE1
を同時に添加した場合（Fig．2）は，これらの薬物の効果は
加算的であり，theophyllineによりphosphodiesterase
660 朝倉 扁桃リンパ球におけるcAMP代謝 札幌医誌1979
望
告
も7
ミ
石∈
臥
ど
．9
届
詣
岳
呂
8
巳Σ
く
。
200
100
0
Fig．2
0　　　　5　　　10　　　15　　　　　　　　　　　　30
　　　1ncubation　time　　　min，
Effect　of　theophylline　on　the　cAMP
　　　responsiveness　to　isoproterenol　and　pro－
　　　staglandin　E1（A）．
　　　TQIlsillar　lymphQcy亡es　were　pre－incubated
　　　at　370C　for　20　min　without　theophylline．
　　　Thβn，5mM　theophylline　and　10－5　M　iso－
　　　prQterenol（ISOP）or　10－5M　prostaglandin
　　　E1（PG．E1）were　added　at　the　same　t．ime．
ひ●：control，▲＿▲：ISOP　only，■一■＝PGEI　only，
○一〇：theophylline　only，△一△：工SOP十theophylline，
ローロ：PGEユ十theophylline
Each　spot　represehts　a　mean　of　5　determinations．
を抑制しているにもかかわらず，ISOPやPGE1の細胞
内cAMP濃度に対する効果は，ほとんど増強されなかっ
た．これに関しては，theQphyllineによる細胞内cAMP
濃度の増加自体がadenyl　cyclaseに対して抑制的に作用
する可能性22）もあるが，詳細は不明である．
　次に，あらかじめtheophyllineの存在下で，　pre－incu－
bationした場合（Fig，3），　theophyllineのみの効果は，
incubation　30分までほぼ一定しており，さらにISOPあ
るいはPGE1による細胞内cAMP濃度の増加効果は，こ
れら薬物単独の場合に比べて著明に増幅された．
　以上の結果より，本研究における薬物添加は，theophyl－
lineで20分置re－incubatiQnした後，　ISOPあるいは
PGE1を添加する方法を用い，これらの薬物効果は，．　theOP・
hy li e単独．投与の際の細1包内cAMP量に対するper－
centageで表わした．
　なお，この条件下では，Fig．4に示すごとく，比較的安
定したdose－responseを得ることができた．
　3・1・3　扁桃リンパ球と末梢リンパ球の比較（Table．1）
　細胞内cAMPのbasa1値では，両1〕ンパ球の間に差は
認められ．なかったが，10－5．M　ISOPおよび10－5M　PGE1
によるその増加率は，扁桃リンパ球で有意に低値を示した
（ISOP，　P〈0．001，　PGE1，　P＜0．001）．
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　　Fig．3　Effects　of　theophylline　Qn　the　cAMP
　　　responsiveness　to　isoproterenol　and　pro－
　　　staglandin　E1（B）．
　　　Experimental　prQcedure　was昌imilar　to
　　　those　described　in　Fig．2except　that　5　mM
　　　theophy／line　was　added　at　the　beginning
　　　of　pre－incubation．
●一●；colltrol，▲一▲＝ISOP　only，ロー■：PGEI　only，
o一〇＝theophylline　only，△一△：ISOP十theQphylline，
ロー□：PGE1十theophylline
Each　spQt　represents　a　mean　of　three　determina－
tions，
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Effects　of　various　concentratiQns　of　iso一
proterenol（▲一▲）and　prostaglandin　E1（●一●）
　the　lymphocyte　cAMP　concentrations．．
The　response　was　expressed　as　a　percentage
to　the　control（theophylline　only）．
Each　spot　represents　a　m．ean　of　duplicate
deterlninations，
48（6） 朝．倉＿扁桃リンパ球におけるcAMP代謝
Table　l　Coηψα7ρご50η〔ザ’6AMI）6α5α”β肥Z砺d　7門碑）oη3♂びθηθ∬彦。
　　　　　ゼ∫0少7切87櫓8ηoZαη4♪703’αgZαη読ηE1ゐ餓σθθη≠0π5〃αノー
　　　　　　⑳2ψho¢γ彦83απ4ρ67ψん67堀む卿ゐ06γθ5
661
Isoprotereno1
　（10『5M）
　　（％〉＊
PGEI　　　Theophylline
（10－5M）　　（5×10弔M）
　（％）＊　　（pmol／5×106　cells）
Basal　leve1
（Plnol／5×106　cells）
Tonsillar　lymphocyte　（27）
Peripheral　lymphQcyte　（17＞
178＋12，4　　　　204±16．2
355＋32．9　　　404±35．6
108±10．7
78．．2一←11．3
53．1±7．12
53．6±7．54
＊　　percentage　to　controユ・
　Each　value　represent5　mean±standard　error，
Table　2　Coノ砂α廊。π（ゾ専。！1MPろα∫α〃即8♂αη4　r召功。π5加6ηβ55’o
　　　　　ガ50ρ7閥α8アーθηoZαη♂ρり5如9♂αη読π．E1αητ0η8噛漉7・6897－0ゆ∫
　　　　　（tonsillar　mixed，　T　derived　and　B　derived　lymphocytes）
Isoprotereno1
　（10－5M）
　　（％）＊
PGEI　　　The．ophylline
（10－5M）　　（5×10－3．M）
　（％）＊　　（pmol／5×106　cells）
Basal　level
（pmol／5×106　cells）
EXP．1　Mixed　Iymphocyte　　　126±8・91　127±11・2
n＝8　　T－derived　lymphocyte　　130＋9．97　　164±29．4
99．1±14．7
23．4±4． 5
69．7±9．0
16．2一ト3．22
EXP．2　Mixed　lymphocyte　　　！56±17・4　　199＋4・49
n＝3　　T－derived　lymphocyte　　162＋14．3　　195±16．9
71．3±28．6
34．3±！0，9
43．1±23．5
12．6＝ヒ3．75
　　　　　Mixed　lymphocyte
E緯3？der…d1・m・h・cy・・
　　　　　B－derived　IymphQcyte
138±6．8
121±8ユ9
164±26，9
143±9，12
115十4．44
142±6．81
80．7±7．68
58．0±．2．95
1．02±11．8
42．9±4．23
31．6一ト3．78
71．3±！0．6
＊　percentage　to　the　control
　Each　value　represents　mean±standard　error．
　Experiment　1：T－derived　lymphocytes　were　separated　by　nylon五ber　cQlumll　method．　Theop－
　　　　　　　　　　hylline　was乱dded　at　the　same　time　with　ISOP　or　PGE1，
　Experiment　2：The　same　procedure　as　experiment　I　except　that　theophylli且e　was　added　at
　　　　　　　　　　the　start　of　pre－incubation．
　Experiment　3：T－derived　and　B－derived　lymphocytes　were　separated　by　E　rosette　sedimenta－
　　　　　　　　　　tion皿ethod．　Theophylliロe　was　added　at　the　start　Qf　pre－incubation．
　3・1・4TおよびBcell　subpopulat量onとcAMP代
　　　　謝の関係（Table　2）
　細胞内cAMPのbasal値では，その分離方法にかかわ
らずTcell　rich　fraction（以下，　Tリンパ球）で低値を示
し，Bcell　rich　fraction（以下，　Bリンパ球）で高値を示
した．しかし，ISOPおよびPGE1による細胞内cAMP
の増加率には，その分離方法やtheQphyllineの添加条件
にかかわらず，TおよびB両リンパ球と分離前の混合リン
パ球との閥に有意な相違は認められ．なかった．
　3・1・5扁桃炎の病態とcAMP代謝の関係（Table　3）
　対象となった扁桃疾患を，年4回以上急性炎症を起こす
反復性扁桃炎と，その他の慢性扁桃炎の2群に分けて比較
検討した．その結果，細胞内cAMPのbasal値では両群
に差は認められなかったが，ISOPおよびPGE1による
細胞内cAMPの増加率は，反復性扁桃炎で有意に低値を
示した（ISOP，　P＜0．001，　PGE1，　P＜0．001）．次に，反復性
扁桃炎のなかで，手術前1ヵ月以内に急性炎症をおこした
既往のあるものをみると，やはり，cAMPのbasa1値に
は差が認められないが，工SOPやPGE1に対する感受性は，
さらに著しい低下を示．す傾向が認められた．
　3・1・6患者の年齢と扁桃リンパ球cAMP代謝の関係
　　　　（Table　4）
　研究対象．となった扁桃炎患者を，15歳以下と16歳以上
の2群に分けて検討した．細胞内cAMPのbasa1値では
両群に有意な差は認められなかったが，ISOPやPGE1に
よるその増加率は，15歳以下の群で有意に低値を示した
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Table　3聯66’げ漉6砂力∬げ’oη5∫♂Z漉50η読θ6！掘Pみα∫α〃8ッ8♂
αη諺7’8ゆ。η5’o伽θ∬診。∬OPαπ4　PGE1
Isoprotereno1
　（10－5M）
　　（％）＊
PGE1
（10－5M＞
（％）＊
　Theophylline
　　（5×10－3M）
（pmol／5×106　cells）
　Basal　level
（pmol／5×106　cells）
Chr．　tonsillitis　　　　　　　　　　（12）
Recurrent　tonsillitis　　　　（15）
　Without　recent　infection（9）
　With　recent　infection　（6）
2 3±19．1
142十 0．5
160±12．3
115＋12．0
255±27．4
163±12．9
182＝ヒ14．7
140±18，8
95．4±7．8
121＋12．7
116±10．4
130±21，2
53．7士10．2
54．5±8．54
54．5±4．37
54．5±19．7
＊　percentage　to　control
　Each　value　represents　a　mean±：standard　error．
Table　4遡協σ漉8α98げ勿’蜘’oノπゐ80／1MPみα3α♂！6汐6Z侃4
紹功。η5加θη8∬彦oI30Pαη4　PGE1
　　　IsoproterellolAge　　　　　（10｝5M）
y・α
　　　　　　（％）＊
PGE1
（10－5M）
（％）＊
　Theophylline
　　（5×10－3M）
（pmol／5×106　ce！ls）
　　Basal　leve1
（pmol／5×106　cells）
All　tonsillitis
Recurrent　tonsillitis
　with　hypertrophy
（Mac．　II十III　grades）
≦15（14）
＞15（13）
≦15〈11）
＞15（4）
136±8．68
223＋16．7
132＋10．4
169＋22．0
166±13．3
243±27．7
161±13．3
169±23．0
107＋13つ
110±8．6
！09一ト16．2
121＋14．9
51．2±9．73
58．7±10．3
50．3±8．0
50．2±15．5
＊　percentage　to　control
　Each　value　represen亡s　a　mean±s亡andard　error．
Table　5　砺8c’げ痂θ漉gr68げ’oη∫”α1噂h飽6’一二ノ摺。ψんッ
Isoprotereno1
　（10一5M）
　　（％）＊
PGE
（10－5M）
（％）＊
　Theophylline
　　（5×10－3M）
（prno1／5×106　cells）
　　Basal　leve1
（pmol／5x106　cells）
Mackenzie　I　　　（9）
grades　　　　II十III（10）
256＋17．5
146十8．55
268，±38．1
176±14，0
82．5＋10．6
121十11．1
47．9±10．5
55．4±8．74
＊　percentage　to　control
　Each　value　represents　a　mean±standard　error．
（ISOP，　P＜α001，　PGE1，0．025〈P〈0．05）．しかし，、扁桃の
病態および肥大度の影響を除外するためにMackenzieの
II度以上の肥大を伴なった反復性扁桃炎のみを対象とし
た場合，工SOPによる細胞内cAMPの増加率が，15歳以
下の群でわずかに低い傾向はあったが，推計学的有意差は
認められなかった．
　3・1・7　扁桃肥大度との関係（Table　5）
　扁桃の肥大度を，Mackenzieの分類で1度のものとII
度以上のものの2群に分けて検討した．その結果，細胞内
cAMPのbasal値では両群に差は認められなかったが，
ISOPやPGE1による細胞内cAMPの増加率では，肥
大が著しいものほど低値を示す傾向が認められた（ISOP，
P＜0，001，PGEエ，0．025〈P〈0．05＞。
　3・1・8細胞内cAMPのISOPによる増加率と，　PGE1
　　　　　による増加率の関係
　Fig．5に示されるように，これらの間には，相関係数r＝
0，83で，有意な正の相関関係が認められた（Pく0．001）．
3・2扁桃リンパ球ade且yl　cyclase活性の検討
　3・2・1　Ade践yl　cyclase活性測定法の基礎的検討
　一般にadenyl　cyclase測定の際には，基質であるATP
の0．1～1％のcAMPが産生されるにすぎないため，　iso－
topeでラベルされたATPを基質とする場合は，　cAMP
と他のアデノシン化合物，特にATPとの分離が充分に行
なわれなければならない23）．現在まで，cAMPの分離法の
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F丘g．6　Chromatographic　separation　of　adenille
　compounds　and　theophylline　on　PE工cellulose
　thih　layer　plate．
　　1；ATP，2；ADP，3；5ノーAMP，4；cAMP
　　5；Adenosine，6；Adenine，7；Theophylline
違いによって，いくつかのadenyl　cyclase測定法8，24酬26）
が報告さ．れているが，著者はMakman8）に従い，polyethy－
Ieneimine　cellulσse　plateを用いて0．5　M　ammonium
acetateとethano1で展開した．　cAMPとその他の化合
物（ATP，　ADP，5／AMP，　adenosine，　adenineおよび
theophylline）との分離は，　Fig．6の上段に示されるごと
く良好であった．さらに，3H－ATPと3H－cAMPを用い
てこれらの放射活性の分離を検討した結果，Fig．6の中お
よび下段に示されるごとく，cAMPとATPのいずれも，
UV－SPQtに一致して95％以上の放射能が回収され，また
15　　0 5 10
　　　　　　　　　　Time　　min　　　　　　　　　　　　　l
Fig．7　Effect　of　incubation　ti加e　on　the　adenyl
　cyclase　activity　with　or　without　10　mM　NaF，
　10一5MISOP　or　10－5　M　PGE1．　Enzyme　protein
　was　405μ9／mZ，
　　　20
．≡
∈9
≧
琶10
　鵬
高邑くo 0
0 100
15
200　　　300　　　400　　500
　　　　　　　　　Enzyme　protein，μ9／ml
Fig。8　Effects　of　the　enzyme　concentrations　on
　the　adenyl　cyclase　activitγ．
　　Incubations　were　conducted　for　10　min．
これら放射能の相互分離も充分満足しうる結果が得られ
た．しかし，実際のadenyl　cyclase測定にあたってATP
濃度を1mM以上にすると，　cAMP領域へのtailingの
影響が強くあらわれたため，著者は，ATP濃度を0．33　mM
（SA，10μGi／μmol）とした．
　なお，著老の用いた実験条件において，反応時間および
酵素蛋白量とcAMP産生量の関係を，　Fig．7およびFig．8
に示したが，反応時間では10分まで，また酵素蛋白量では
50胴450μg／mZの問でlinearityが認められた．
　3・2・2扁桃および末梢リンパ球adenyl　cyclase活性
　　　　　の検討（Table　6）
　細胞内cAMPのbasa1値では，扁桃および末梢リンパ
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Table　6且48沼縄の。♂α∫6αo励躍yσ孟01z5認αプ灸y〃ψ乃0（ツ≠a昭η4
μノψん8ア【α♂ちηノψんOCIy診85
Basal　activityNaF　IQ－2M工SOP　10－5M　　PGE110－5M
TonsiUarユymphocytes　（10）
Peripheral　lymphocytes（9）
ユ52±0．75
9．30±0．83
31．0±2．84
（205±19．9）
59．8±3．00
（702±63．3）
．17．3十ユ．64
（120＝ヒ6．41）
18．5一モー1．33
（232＝ヒ29．4）
17，6±ユ．23
（121±1．23）
51．6±8，50
（575＝ヒ73．3）
Adenyl　cyclase　activity：pmol／min／mg　Protein，　Values　in　parentheses　are　percentage　to　the　basal
activity．
Each　value　represents　a　mean±standard　error
Table　7　鰯86孟げ‘8ZZ漉5r砂オガ。／z　oη妙14》ん。ごツ彦8α4伽メの6Zα58硯蜘乞ち’
Homogenization（strokes）
0 5 10 15 20 30
Basal　activity
NaF　10－2M
PGE110－5M
工SOP　10－51＞工
13．2　　　　　　　　13．0
26．4　（199）　　　32．9　（253）
18．1　（137）　　　18，3（141）
18．4（139）　　　17．7　（128）
15．3
40．6　（265）
2ユ．7　（142）
22．7（148）
16．7　　　　　　　　19ユ　　　　　　　　11．6
42．9　（257ン　　　47．0　（247）　　　30．6　（265＞
！7，6　（105）　　　23．9　（126）　　　16．6　（！43）
20，7　（！43）　　　22．8　〈119）　　　21．8　（！89）
After　hypotonic　shock，　iymphQcytes　were　further　disrupted　by　O－30　strokes　of　hQmogenization．
Adehyl　eyclase　activity　l　p血ol／min／mg　protein，　Values　in　parentheses　are　percentage　to　the　basal
ac．tlVlty・
Each　value　represe血ts　a　mean　of　duplicate　determinations．
球で差が認められなかったのに対して，adenyl　cyclase
basal　acdvi亡アでは，前者が後者よりも有意に高い値を示
した（Pく0．001）．また認enyl　cyclaseの，　ISOPおよび
PGE1による活性化は，扁挑リンパ球で有意に二値を示
し（ISOP，　P＜0．0！，　PGE1，　Pく0．001），　adenyl　cyclaseを
直接刺激すると言われるNaFによる活性も扁桃リンパ球
で低伯を示した（Pく0．001）．
　3・2・3　Ho加ogenizatio賦の程度．によるadenyI
　　　　cyclase活性への影響（Table　7）
　2・5・1に述べたように，現在までいくつかの酵素液の調
整法が報告され．ているが，いずれの方法を用いた場合でも，
細胞の破壊が進みすぎると，かえって酵素活性やhormQne
に対する感受性が減弱するとし．・われる2η．従って，扁桃リ
ンパ球と末梢IJンパ球では，細胞のfragilityに差があり，
それがadenyl　cyclase活性の差に反映されている可能性
が考えられる．そこで，扁桃リンパ’球を用いて，homoge－
nizatiQnの程度の差によるadenyl　cyclase活性の変動を
検討した．その結黒adenyユcyclaseのbasal　ac亡ivity
は，homogenizationの回数が増加するにつれて上昇し，
30回以上のhomogenizationでは低下する傾向がみられ
たが，いずれも末梢リンパ球のそれより高値を示した．
N Fに対する感受性は，　hypotoロic操作のみ（ho血・ge－
niza亡ion　O　s亡roke＞では充分に発現されず，さらにhomo－
9enization操作を加える必要性が示された．これは，　NaF
がadenyl　cyclaseのcatalytic　unitに直接f乍用すること
から，その作用発現のためには充分な細胞破壊を必要．とす
るためと思われる2臼）．一方，ISOPおよびPGE1に対する
感受性は，30回までのhomQgenizationではほ．とんど変
動しないことがわかった．結局，これらade血yl　cyclase
の刺激物質に対する感受性も，扁桃リンパ球は，hornog－
enizatiOnの程度にかかわらず，末梢リンパ球より明らか
に低値を示すことが確かめられた．
4考　　察
　現在まで，ヒト扁桃リンパ球のcAMPに関する報告は，
わずかにSiege129）がcAMP　basal値を測定した例，お
よびNiaudet磁α♂．鋤がISOP　lこよる影響を検討した例
があるにすぎず，adenyl　cyclase活性に関しては，報告例
がない．今回，扁桃リンパ球におけるcAMP代謝を末梢
リンパ球との対比のもとに検討した結果，細胞内cAMP
basa1値では，両1」ンパ球に差が認められなかったのに対
し，ISOPおよびPGE1による細胞内cAMPの増加率は，
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扁桃リンパ球で，末梢リンパ球のそれに比し有意に低値を
示すことが認められた．さらにadenyl　cyclase活性に対
するこれら薬物の影響についても同様の関係が認められ
た．これらは，扁桃リンパ球と末梢リンパ球の間に，cAMP
代謝に変動をき『たすような何らかの相違点が存在すること
を示唆するものである．　　　　　　、
　扁桃は，当教室の砂金ら3ユ）の報告にもあるように，EAC
ロゼット形成細胞が50～60％を占めることから，末梢リン
パ球がTcell　richであるのとは対照的である．　Niaudet
麗αZ．30）およびGalant　8如乙32）は，ヒトIJンパ球cAMP
レベルのISOPによる上昇は，　T　cellでBce11よりも
著しいことを報告している．Cholera　enterotoxin33）に
対する感受性についても，TおよびBcell　subpopulation
による差異が報告されており，従って，これらTおよび
Bce11の比率の相違が，扁桃と末梢リンパ球における，
cAMP代謝の差異の原因となっている可能性が予想され
た．ところが，著者が，ナイロンファイバーカラム法，お
よびEロゼット比重遠心分離法を用いて，扁桃リンパ球か
らTceユl　rich　fraction，およびBceU　rich　fractionを
分離し検討した結果では，Niaudet　8孟磁30），　Spach　and
AschkeHasy34）が認めたように，　cAMP　basa！値でTce11
が低く，Bce11が高い傾向を認めたものの，工SOPおよび
PGEτによる効果には差を認めなかった．この傾向は，
theophyllineの添加条件を変えても1司様に認められた．
また，扁桃リンパ球におけるEロゼット形成細胞やEAC
ロゼット形成細胞の比率と，工SOPおよびPGE1による
細胞内cAMPの増加率の間にも，有意な相関関係は認め
られなかった．これに関しては，ISOPの細胞内cAMP
レベルに及ぼす効果が，Bce11で逆に高いとする報告35・36）
があること，さらに，後述するように，1司じTcellやB
cellでも，そのmaturityやdi狂erentiationの程度によ
りhormoneに対する感受性が異なるとの報告があること
から，扁桃と末梢リンパ球のcAMP代謝の相違は，　Tお
よびBcell　subpopularityのみでは説明できないと考え
られた．
　次に，リンパ球のmaturationとの関係で，胸腺リンパ
球では，他の末梢リンパ組織由来のリンパ球に比べて，
ISOPの細胞内cAMPレベル上昇作用が高いとの報
告12・30・32，33・36）があるが，この違いが，TおよびBcell
subpopulationの相違のみからくるものではないことは，
Niaudet　6’αZ30）がそれぞれのリンパ球よりTcellのみ
をとり出して検討した際にも同様の傾向を認めたことによ
り明らかである．また，Bach36），　Kemp　and　Duquesnoy37）
は，cortisoneにresistantな胸腺リンパ球（よりmature
なimmunocolnpetent　ce11と考えられている）では，本
来の胸腺リンパ球に比べて，工SOPやPGE1による細胞内
cAMPレベルおよびadenyl　cyclase活性への影響が低
いことを報告している．従って，より皿atureなimmu－
noc。mpetent　cellほど，　cAMP生成系のこれら薬物に対
する感受性が低い可能性が考えられる．この意味で，扁桃
リンパ球は，末梢リンパ球よりも1natureなリンパ球であ
ると考察されうるかもしれない．しかし，末梢リンパ組織
の間で，maturityの差異を推測する適切な方法がみあた
らない現在，これらを中枢リンパ組織である胸腺と末梢リ
ンパ組織とを比較したのと同じ視点で論ずるには無理があ
ると考えられ，この問題の解決は，今後の課題とせざるを
得ない．
　次に著者は，扁桃炎の病態とcAMP代謝の関係を検討
するために，頻回に急性扁桃炎をくり返す反復性扁桃炎と，
その他の慢性扁桃炎に分類して比較検討した．その結果，
反復性扁桃炎の群で，ISOPおよびPGE1による細胞内
cAMPレベル上昇の程度が有意に低く，さらに，手術前1
ヵ月以内という比較的新しい時期に急性炎症を起こした既
往を有するものでは，この上昇の程度はさらに軽度であっ
た．このことは，急性扁桃炎という病態自体が，cAMP代
謝と密接な関係を有していることを示唆するものと考えら
れた．Sandberg　8’磁5）は，野獣ηoでチフス菌により感
f乍されたリンパ球では，ISOPやadenosineによる細胞内
cAMPレベルの上昇効果が消失すると報告しており，ま
た，Makman1）は～ア～窃彦’ηでのPHA刺激の際に，さら
にSingh　and　Dhalla38）1よGVH　reactionの際に，それ
ぞれadenyl　cyclaseの各種ホルモンに対する感受性が
低下することを報告している、著者の結果を含めたこれら
の現象に共通して言えることは，リンパ球が，抗原，レク
チンあるいはchemical　mediatorsの刺激を受けて機能
的な分化および増殖の方向に変化していることであり，こ
のようなリンパ球の変化が，細胞内cAMPレベルのホル
モンによる上昇効果の低下の大きな原因となっていること
が示唆された．さらに扁桃は，粗野という外来抗原の侵入
門戸に位置しており，また扁桃陰窩という抗原のうっ滞の
生じやすい特殊な構造を有していることから，そのリンパ
球は，臨床的に急性炎症の病像を呈していない時でも，す
でに抗原の刺激を受けていると考えられる．Oettgen⑳
αZ．39），Schwarz40）は，扁桃リンパ球における幼若化反応を
検討した際に，末梢リンパ球に比べて，control　cultureに
おける大型幼若化細胞や核分裂像を有した細胞の比率が著
明に高値を示すと述べている．従って，末梢リンパ球が，
通常resting　phaseのリンパ球を主体とするのに対して，
扁桃リンパ球は，免疫学的に活発な機能を営んでいると推
定される．さらにTingchung麗砿2）は，　PHA刺激の際
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に，細胞内cAMPレベルの早期上昇のみならず，それに
ひきつづき起こるcAMPレベルの低下が，　DNA合成が
起こるために必要であると報告している．これは，リンパ
球の細胞周期と関連して，免疫学的刺激後のある時期に細
胞内cAMPの上昇を阻止するようなメカニズムがはたら
く必要性を示唆するものと考えられ，このことは，扁桃リ
ンパ球cAMP生成系のISOP，およびPGE1に対する感
受性が，末梢リンパ球のそれよりも低いという著者の成績
を裏付けるものとして興味深く思われた．
　なお，患者の年齢とcAMP代謝との関係では，肥大を
伴なう反復性扁桃炎のみを対象とした場合，年齢差はほと
んど認められなかった．また，扁桃の肥大度との関係では，
肥大が著しいほど，細胞内cAMPレベルのこれら薬物に
よる上昇の程度が少ない傾向が認められた。しかしながら，
Mackenzie　I工度以上の肥大の群では，その72％（13／18）が
反復性扁桃炎であるのに対して，Mackenzie　I度の群では，
これがわずか22こ口2／9）であることから，病態自体の差が
反映されている可能性も大きく，この点は，さらに症例を
追加して検討する必要があると思われる．
　次に，上述のhormoneによる細胞内cAMPレベルの
上昇効果の差異が，cAMP代謝のどのような酵素過程の変
化に起因するかが問題となる．著者の実験系では，control
を含めた全反応系でphosphodiesteraseのinhibitorで
あるtheophyllineを添加しており，　phosphodiesterase
活性の差による変動は除外して考える．また，細胞外
cAMPを含めた全cAMP量を測定している故，細胞内
外のcAMpの移動の可能性も除外して考えねばならない．
ただし，著者は，刺激後に細胞外cAMP量の増加を認め
ているが，刺激の有無にかかわらず細胞外cAMPは，細
胞内cAMPのわずか数％である事実から，細胞外への
cAMPの放出量の変化が，扁桃におけるcAMP代謝の変
化の主要因とは考え難い．従って，hormone　receptorか
らadenyl　cyclaseに至るcAMPの産生系に注目し，扁
桃および末梢リンパ球のadenyl　cyclase活性を測定した・
その結果，扁桃リンパ球adenyl　cyclaseのbasal　activity
は，末梢リンパ球のそれに比べて高値を示したが，ISOP，
PGE1，およびNaFによる活性の上昇は，末梢リンパ球の
それに比べ，いずれも軽度であった．NaFは，　ISOPや
PGE1と異なり，receptorを介さずに，　adenyl　cyclaseの
catalytic　unitを直接刺激すると言われており，従って，扁
桃と末梢リンパ球の問には，adenyl　cyclase自体と，おそ
らくはreceptor－adenyl　cyclase　interactionの過程で差
異が存在することが示唆された．このことは，receptoエを
異にするISOPとPGE1による細胞内cAMPレベルの
変動が，有意な相関関係を有することと矛盾しない。また
薯者が，homogenizationの程度にかかわらず，常に扁桃
と末梢リンパ球adenyl　cyclase活性の相違を認めたこと
は，これらの差が，リンパ球のfragilityの差から生ずる
artifactではなく，両リンパ球自体の差によることを示唆
するものと考えられた．
　ところで，cAMP生成系のhormoneに対する感受性
の低下の原因として，hormone　speci丘。　refractorinessと
いう現象が知られている41）．また，ISOPおよびPGE1は
炎症局所において，共に炎症のmediatorとして作用する
と言われている42・姻．それ故，扁桃という炎症臓器内で，
リンパ球の機能的変化とは別に，これらhormoneにそれ
ぞれspeci丘。なrefractorinessという現象が，同時に起
こっている可能性が考えられる．しかし，この現象では，
adeDyl　cyclaseのbasal　activityやNaFに対する感受
性は変化せず，receptorの変化が主体であると考えられる
こと8・躯46），またMakman8）が，このようなhormoneの
関与しないfπu伽。の実験系を用いるPHA刺激反応の
際にも，著者と同様にNaFに対する感受性の低下を認め
たことから，扁桃リンパ球におけるcAMP代謝の変動は，
hormone　speci且。　refractorinessというよりは，むしろ，
抗原などのリンパ球の機能的刺激の結果もたらされたもの
と考えられた．これに関連して，最：近Smithθ’磁47），
Fis er　and　Mueller48）により抗原やレクチン刺激の際に
細胞膜の主要構成成分であるphospholipidのturnover
が冗進ずると報告されているが，hormone　receptorおよ
びadenyl　cyclaseは共に細胞膜に存在することから，リ
ンパ球の機能的変化に伴なった細胞膜の変化が，細胞内
cAMP代謝の変化と密接な関係を有しているとも考えら
れる，
5結　　語
　扁桃リンパ球および末梢リンパ球におけるcAMP代謝
を検討して 次のような結果を得た．
　5．1．扁桃リンパ球cAMP濃度のISOPおよびPGEエ
による上昇は，末梢リンパ球のそれに比べ，有意に低値を
示した．
　52．扁桃リンパ球のTおよびBcell　subpopulation
の間に，これら薬物に対する感受性の差は認められなか
った．
　5，3．扁桃炎の病態を反復性扁桃炎と，その他の慢性扁
桃炎に分けた場合，前者で，これら薬物に対する細胞内
cAMPの感受性が有意に低下していた。また，反復性扁桃
炎のうちでも，recent　infectiQn（＋）の群では，この低下が
さらに著しかった．
　5．4．思者の年齢と扁桃リンパ球cAMPのhormone
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感受性との間には，有意な相関関係は認められなかった．
　5．5．扁桃と末梢リンパ球adenyl　cyclaseの活性を比
較した場合，basal　activityでは扁桃で有意に高く，一方
工SOP，　PGE1およびNaFによるその活性の上昇度は，逆
に扁桃で有意に低値を示した．
　　これらのことから，扁挑リンパ球では，抗原あるいは
chemical　mediatorsの刺激を受ける機会が多いために，
これら刺激によりcAMP代’謝に変動をきたしている可能
性が示唆された．
　稿を終るに臨み，御指導，御校閲をいただいた耳門昭克
．教授，生化学第一講座大野公吉教授ならびに，下条　貞助
教授に深く感謝致します．
　　なお，本論文の要旨は，第18回日本扁桃研究会および第
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